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1 )酵素精製:凍結融解した肝臓をホモジナイズして，その超遠心上、清を DE-52 ， hrdroxylapatite , 
Sephacryl S-300 , polybuffer exchanger-94 , Hydroxylapatite , Red Sepharose のクロ
マトグラフィー操作を行い，比活性が 6，l 00U/mgSODの単一精製標品を得た。 Mn-SODの活性測
定は Beauchamp らの方法に準じてシアン存在下で行った。
2) サブユニット構造;分子量測定は低角レーザ一光散乱法にて行った。 Mn-SODの分子量は 88，600
:t 2,000 , S D S処理でそノマー化した分子量は 2 1，300 :t4， 000 であった。 一方， .HPLCーゲ、ル漉
過法から得た Stokes' radius は 38Âでミあり分子量 75， 000 ，r.相当した。 以上の結果からMn-SO
D は non-globular な非共有結合 4 量体構造をとっている事が明らかとなった。
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3) 変性剤l乙対する安定性: 8 Murea, 1 % SDS存在下における活性と高次構造の変化を経時的に検
討したo urea 中では活性および高次構造が未処理酵素と同様な変化を示した。 SDS 中では短時間
に失活し，続いてサブ冒ユニットの解離が認められた。電気泳動上 2 種類のモノマー( 25 kD , 23 kD) 
が確認でき，時間の経過と共に 23 kDが主成分になった。
(Il) チオーノレ基の存在様式
1 )チオール基の定量. Ellman の方法lとよりチオーノレ基の定量を行った。未変性Mn-SOD 1 分子当
り 4 個同定できた。 urea土DTT， SDS士DTT存在下において室温ではチオーノレ基が 4 個同定された。
さらに変性剤十還元剤十加熱条件下では期待値の 8 個が同定できた。しかし変性剤十加熱のみの条件
下では同定できるチオール基が 2-3 個と減少した。乙の減少はMn-SOD がその過程においてジ
スルフィド橋を形成する結果と推測した。
2) ジスノレフィド橋形成部位の決定: Mn-SOD は非還元時には SDS-PAGE 上 23 kD が主成分
として，還元処理を追加した時は 25kDのみが認められた。予め未変性 Mn-SOD の反応性チオー
ル基をカルボキシアミドメチル化した場合は非還元，還元いずれの条件下においても 25 kD のモノ
マーが認められた。乙の結果，ジスルフィド橋はサブ、ユニット内に存在する 2 個のチオール基聞に形
成される乙とが明らかとなった。






1 ) ヒト Mn-SODは non-globular な非共有結合同種 4 量体よりなりその活性および高次構造は 8M
urea に対して安定であったが， 1 %SDS に対しては不安定であった。
2) 各サブユニットに存在する 2 個のシステインのうち 140 番目は，サブユニット内に埋没しており，
196 番目はその表面に存在していた。
3) 還元剤非存在下でサブユニットを解離させると乙の 2 個のシステインは容易にジスノレフィド結合を形







4 量体であることを明確にした。またサブユニット内に存在する 2 個のシステインの 1 個は分子表面に存
在し，反応性チオ←ノレ基として作用するが，他方は分子内に埋もれており非反応性である乙とを示した。
更に乙の反応性チオール基は 196 番目のシステインに由来する乙とを決定した。 また，乙の 2 個のチオ
ーノレ基は分子変性過程において容易にサブ、ユニット内ジスノレフィド結合を形成することも明らかにした。
本研究は， Mn-SODの高次構造解明に関して貴重な知見を加えたものであり，学位lζ値すると考えら
れる。
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